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^ (57) Abstract: The invention concerns a compound derived from dihydroporphyrin corresponding to the general formula (I), 
C<l wherein: the phenyl groups are substituted or not; or one of its salts, or one of its metal complexes. The invention is applicable to 
treatment by photochemotherapy. 

O 

(57) Abrege : L' invention concerne un compose* derive" de dihydroporphyrine repondant a la formule generale (I): dans laquelle les 
^ groupes phenyles sont substituSs ou non; ou l'un de ses sels, ou l'un de ses complexes metalliques. 
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15 derives de dihy drnporphyrine g£ — leurs applications 

L' invention concerne de nouveaux composes derives de 
dihydroporphyrine et leurs applications, notamment dans les 
20 domaines de la photochimiother apie , en particulier pour le 
traitement de cancer, de l'imagerie par fluorescence et de 
1 1 optoelectronique . 

Les porphyrines et leurs derives ont fait I'objet de 
25 nombreuses etudes ces dernieres annees en raison de leur 
large domaine d 1 application potentiel. Ainsi, les brevets 
US-5. 162.519, US-4. 992.257, US-4 . 837 . 221 , US-5. 162.519 et 
US-5. 703. 230 illustrent de tels exemples de composes. 

30 Parmi ces nombreux domaines d' application, la 
photochimiotherapie est apparue aujourd'hui comme l*un des 
domaines les plus prometteurs. La photochimiotherapie est 
une technique de traitement qui s'est developpee il y a 
quelques annees, en particulier pour le traitement de 

35 cancers. Cette technique comprend 1 ' administration d'un 
agent photosensible, a priori peu toxique, qui va etre 
retenu avec une selectivity relative par les tissus a index 
mitotique eleve, en particulier le tissu neoplasique. Cet 
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agent photosensible est alors excite par une radiation 
lumineuse de longueur d'onde adaptee au spectre 
d' absorption lumineuse du photosensibilisant . Les 
radiations lumineuses absorb6es par la molecule 
5 photosensible entrainent des reactions de type 1 
(production de radicaux hydroxy les) ou de type 2 
(production d'oxygene singulet) par un mecanisme de 
conversion inter systeme . Ces especes radicalaires 
entrainent des reactions d'oxydation et de peroxydation au 
10 niveau des tissus qui ont fix6 le photosensibilisant et par 
suite la mort cellulaire. 

L^efficacite de la technique repose sur des propri^tes 
determinees de 1' agent photosensible. Ainsi, pour provoquer 

15 l'effet phototoxique desire en profondeur a l'interieur 
d'un tissu d'un sujet, il est necessaire d'utiliser des 
photosensibilisants qui possedent des coefficients 
d " absorption eleves a des longueurs d'onde sup§rieures a 
650 nm, la ou les tissus corporels sont les plus 

20 transparents £ la lumiere (voir Sternberg et al. "An 
Overview of Second Generation Drugs for Photodynamic 
Therapy including BPD-MA (Benzoporphyrin Derivative) 
Photodynamic Therapy and Biomedical Lasers, 470-4 (Spinelli 

et al. eds. 1992). 

25 

De meme, 1' agent photosensible doit d'une part presenter 
une vitesse de penetration rapide dans les cellules cibles 
a detruire de maniere ^ r^duire le temps necessaire entre 
1 1 administration de 1' agent photosensible et les radiations 

30 lumineuses, d' autre part un temps de retention court dans 
les zones saines pour reduire les effets secondaires et le 
temps d' hospitalisation ainsi que les risques de brulures 
iatrogenes lors d" exposition intempestive a la lumiere. On 
est done constamment a la recherche de nouvelles molecules 

35 photosensibles presentant un temps de retention plus court 
dans les zones cibles de l'organisme d'un etre vivant, 
cette duree de vie plus courte pouvant presenter un interet 
dans les autres domaines d 1 application, en particulier 
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l'imagerie medicale et 1 ' optoelectronique. 

C'est pour satisfaire a ces exigences de captation rapide 
par le tissus cible et d ■ elimination rapide par les autres 
5 tissus , en comparaison des composes existants que la 
molecule objet de 1* invention a ete synthetisee. 

A cet effet, 1' invention a pour objet un nouveau compose de 
dihydroporphyrine repondant a la formule g^nerale (I) : 

10 




dans laquelle les groupes phenyles sont substitues ou non ; 
ou l'un de ses sels, ou l'un de ses complexes metalliques. 

15 

Les composes de 1 ■ invention peuvent exister comme mentionne 
ci-dessus a l'etat de sel d' addition a centre acide ou 
basique ou h l'etat de complexe m6tallique. 

20 L' invention a encore pour objet un compose derive de 
dihydroporphyrine du type precite repondant a la formule 
generale (II) : 
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dans laquelle le groupe phenyle est substitue, n est egale 
de 1 a 5, de preference egale de 1 a 3, et chaque 
substituant R, qui peut etre identique ou different, et 

5 dans des positions identiques ou differentes sur son groupe 
phenyle substitue est un groupe hydroxy (-OH) , amine (- 
NH 2 ), sulphydrile (-SH) , phosphonate (P0 3 H 2 , P0 3 Na 2 ) , 
ethylphosphonate (P0 3 Et 2 ) , sulfonate, aromatique, alkyl 
substitue ou non, •cycloalkyl substitue ou non, aliphatique, 

10 acide amine, peptide ou polypeptide, pyridine avec 
differentes positions pour l'atome d' azote, purine, 
pyrimidine, nucleoside, saccharide, polysaccharide, acide 
carboxylique, un groupement amide, un groupement ester, un 
ammonium quaternaire substitue ou non. 

15 

Par groupe aliphatique ci-dessus, on entend en particulier 
un ou plusieurs acides amines ne comprenant pas de 'cycle, a 
savoir, par exemple, la serine ou une chaine polyethylene 
glycol (PEG) ou tout autre substituant. 

20 

Par groupe aromatique mentionne ci-dessus, on entend en 
particulier un ou plusieurs acides amines comprenant au 
moins un cycle aromatique par exemple Phe ou Tyr 6u tout 
autre groupement aromatique carbone ou non. 

25 

A nouveau, les composes decrits ci-dessus peuvent etre sous 
la forme de derives tels que des sels, d' addition a centre 
acide ou basique, des complexes metalliques, par exemple 
Zn, Ga, Pa r ou des hydrates ou d'autres solvates, en 
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particulier avec des alcools aliphatiques inferieurs en C x - 

c 6 . 

L' invention sera bien comprise a la lecture de la 
5 description suivante d'exemples de realisation/ en 
reference aux dessins annexes dans lesquels ; 

la figure 1 represente la toxicity et la phototoxicite 
de cellules SIM01 sur des cellules C6 laissees a 
10 incuber pendant 5 heures ; 

la figure 2 represente la toxicite et la phototoxicite 
de cellules SIMOl sur des cellules C6 laissees a 
incuber pendant 20 heures ; 

15 

la figure 3 represente, sous forme de courbes, 
l'intensite de fluorescence intracellulaire des 
molecules SIMOl et m-THPC ; 

20 la figure 4 represente, sous forme de courbes, la 

croissance d'une tumeur mesuree a differents 
intervalles de temps apres injection de SIMOl ; 

la figure 5 represente des courbes analogues a la 
25 figure 4 apres injection de SIMOl ou de m-THPC et 

la figure 6 represente des courbes de mesure 
spectrof luorimetriques sur differents tissus de souris 
greffees a differents intervalles de temps apres 
30 injection de m-THPC ou SIMOl. 

L'exemple qui suit illustre la preparation d'un compose 
prefere de 1 • invention .* 

35 La synthese de ce compose, repondant a la formule generale 
(III), 
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et qui sera appel6 par la suite pour simplifier SIMOl 
comporte les etapes suivantes. 

5 

Etape 1 : dipyrrylmethane 

Du dipyrrylmethane a et6 prepare comme pr^cedemment 
mentionne dans Wang et Bruce, Synlett, 1267, 1995. 

10 Etape 2 : 5, 15-Bis(3 r 5-dimethoxy-l-phenyl)porphyrine 

Du di-methoxy- 3, 5 -benz aldehyde (341 mg, 2,05 mmole), du 
dipyrrylmethane (300 mg, 2,05 mmole) ont 6te ajout^s dans 
205 ml de dichlorom6thane distille dans un flacon a fond 
circulaire. La solution a et§ spumise aux ultrasons dans un 
15 flux d 1 azote pendant 20 minutes. Ensuite, de l'acide 
trifluoroacetique (47 ml, 615 mmole) a ete injecte et le 
melange a ete agite & temperature ambiante toute la nuit. 

Une solution de DDQ 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-l,4- 
20 benzoquinone (0,931 g dans 10 ml de toluene) a ete ajout^e 
et le melange de reaction a 6t6 mis sous reflux pendant 30 
minutes avec un bain d'huile prechauffe a 60°C. 

La purification de la porphyrine a ete accomplie par 
25 chromatographie flash elu€e avec de 1 1 hexane/CH 2 Cl 2 : 5/5 
et a fourni 253 mg de la porphyrine desiree (36 %). 

RMN 1H (CF3COOD) ppm : 11:13 (H meso), 9,7 et 9,3 (2H, d, J 
= 6Hz, pyrrole), 7,9 (o-H, phenyl), 7,4 (p-ph6nyl), 4,2 
30 ( methoxy ) 
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UV-Vis (CH 2 Cl 2 ) f max (nm) : 407, 502, 536, 574, 629. 

FAB-MS : calcule pour C36H30N4O4 : 582,2 trouve : 583 
5 (M+H+). 

Etape 3 : 5,15-Bis(3,5-dihydroxy-l-phenyl)porphyrine 

Le compose de 1' etape 2 (90 mg, 0,15 mmole) a ete dissous 
dans du CH 2 C1 2 sec (10 cm 3 ) a -20°C, suivi par 1' addition de 

10 BBr 3 (0,12 cm 3 , 1,24 mmole). La solution verte resultante a 
ete agitee pendant 12 heures puis placee dans de l'eau 
glacee. Du methanol (20 cm 3 ) et ensuite de 1' acetate 
d'ethyle (10 cm 3 ) ont et§ ajoutes a la suspension et le 
melange a ete neutralise avec du NaHC0 3 . La couche 

15 organique a ete separee, lavee d'abord avec une solution de 
NH 4 C1 puis deux fois avec de l'eau et sechee sur du sulfate 
de sodium anhydrer. La solution resultante a ete evaporee 
sur un evaporateur rotatif et le residu redissous dans de 
1" acetone. Apres addition de pentane, une precipitation a 

20 fourni le compose de 1' etape 3 avec un rendement de 52 %. 

RMN 1H (acetone d6) : 10.55 (H meso), 9,6 et 9,3 (2H, d, J 

= 6Hz, pyrrole), 7,3 (o-H, phenyl), 6,9 (p-phenyl), -3,1 
(NH). 

25 

UV-Vis (acetone), max (nm) : 4 02, 532, 572, 628. 

Etape 4 : 2 , 3-dihydro-5 , 15-Bis ( 3 , 5-dihydroxy-l-phenyl ) - 
prophyrine (SIM01) 

30 

Le compose de 1' etape 3 (42 mg, 0,08 mmole), du K 2 C0 3 
anhydre (0,32 g) et de. la pyridine anhydre (5 cm 3 ) ont ete 
chauffes (120°C) pendant 5 minutes. Ensuite, de faibles 
quantites (0,25 cm 3 ) d'un melange de p- 

35 toluenesulfonylhydrazide (0,44 g) dans, de la pyridine (2,5 
cm 3 ) ont et£ ajoutes toutes les 15 mn pendant 2,5 heures. 
Apres ref roidissement, la solution de pyridine a ete 
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evaporee sous vide. La poudre resultante a ete redissoute 
dans un melange 1/1 d 1 acetone /acetate d'ethyle, puis lavee 
deux fois avec de l'eau et ensuite saturee avec une 
solution de bicarbonate, De 1 1 o-chloranil a ete ajoute en 

5 portions a la solution organique a temperature ambiante 
jusqu'a ce que le pic d' absorption a 735 nm ait disparu. La 
solution a ete lavee deux fois avec NaHS0 4 (5 %), de l'eau 
distillee, NaOH (0,1 M) et du bicarbonate satur6. Apres 
s6chage sur MgS0 4 , le solvant a €te evapore sur un 

10 evaporateur rotatif. Le residu a ete cristallis4 a partir 
d' acetone /pent ane pour fournir 31 mg du compost de l'etape 
4 (rendement 74 %) qui sera appele ci-apres SIMOl. 

RMN 1H (acetone, d6) ppm : 10,1 et 9,2 (2H-meso), 9,35-8,6 
15 (6H, m, pyrrole), 7,2 et 6,95 (4H, d, o-phenyl), 6,85 et 
6,75 (2H, t, p-ph<§nyl), 4,65 et 4,45 (4H, m, pyrrolidine), 
-1,4 et -1,9 (2H, s, NH) . 

UV-Vis (acetone), max (nm) : 395, 405, 500, 645. 

20 

La methode de preparation de ces composes est differente de 
celle utilise pour m-THPC (Brevet US 5,162,519). Elle 
implique une reaction entre un aldehyde aromatique et du 
dipyrrylmethane ce qui aboutit a la premiere etape de la 
25 synthese de SIM01 alors que m-THPC implique la reaction de 
pyrrole et d 1 aldehydes aromatiques. 

Les composes de 1' invention ont fait l'objet d'essais qui 
ont mis en evidence leurs propri^tes therapeutiques. 

30 

A cet effet, les composes de 1' invention peuvent etre 
presentes sous forme de medicaments caracterises en ce 
qu'ils consistent en uri des composes precites ou sous forme 
de composition pharmaceutique contenant un compose du type 
35 precite associe a un excipient. 

Les composes de 1 1 invention peuvent etre presentes sous 
toute forme de composition administrable au corps humain ou 
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animal et appropriee a 1 1 administration enterale, 
parenterale ou transdermique, tel que comprime, dragee , 
creme dermique, gelule, capsule , suspension ou solution 
buvable ou injectable, tel que sirop ou ampoule , timbre 
5 transdermique, formulation liposomale (nanoparticules ) etc. 
associes a des excipients convenables ■ et doses pour 
permettre une ou plusieurs cures comprenant une ou 
plusieurs administrations journalieres pendant un jour ou 
plusieurs jours a raison d'une dose comprise par exemple 
10 entre 0,1 et 20 mg/kg de poids. 

Les formes administrables preferees sont les formes 
injectables, en particulier sous forme d'une injection 
intramusculaire ou intraveineuse ou sous forme 
15 d' application transcutanee. 

Les essais decrits ci-dessous portent sur l'activite de la 
molecule SIMOl. L'activite de cette nouyelle molecule SIMOl 
a ete testee in vitro avec des essais de toxicity et de 
20 phototoxicity et in vivo par une etude de phototoxicity par 
evaluation des retards de croissance de tumeurs par rapport 
a des animaux non traites. 

La pharmaco cinetique de SIMOl a egalement ete etudiee pour 
25 determiner le retard pour une incorporation maximale de 
SIMOl compart au retard d 1 incorporation de la m-THPC 
(molecule classique largement utilisee dans le domaine de 
la photo-chimiotherapie ) . L 1 analyse de 1 ■ eldLmination de 
SIMOl par rapport a m-THPC a aussi ete etudiee. 

30 

La SIMOl est un derive de porphyrine de poids moleculaire 
524. La SIMOl montre, dans une solution isotonique saline, 
3 spectres principaux d' absorption a 428 f 513 et 652 nm. La 
solution saline a ete obtenue comme suit : un milligramme 
35 de SIMOl a ete dissous dans 1 ml de solvant (50 % d'eau, 30 
% de PEG et 20 % d'ethanol pur a 99 %) . D'autres 
concentrations ont ete obtenues successivement par addition 
d'une solution isotonique saline. 
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Pour etudier la toxicite et la phototoxicity de la molecule 
SIM01 / il a ete procede coinme suit : 

5 Des cellules C6 ont ete mises en culture dans des flacons 
falcon de 25 cm 2 (Polylabo, Strasbourg , France) dans un 
milieu RPMI supplements avec 10 % (V/V) de serum de veau 
foetal (FCS), 100 unites de penicilline mL" 1 , 100 mg de 
streptomycine et 2 mM de glutamine. 

10 

Les cellules ont ete repiquees en culture par dispersion 
avec 0,025 % de trypsine dans 0,02 % d'acide ethylene- 
diaminetetraacetique (EDTA) pendant un temps de contact de 
2 minutes et remises a adherer suivant une dilution 1:3, ce 
15 qui a maintenu les cellules dans la phase exponentielle de 
croissance. Les cellules ont ete verifiees sur une base 
reguliere par contamination des mycoplasmes. 

Les cellules ainsi cultivees ont 6te soumises a un 

20 traitement photodynamique . Des aliquotes (11 pi) de la 
solution photosensibilisante SIM01 ont Ste ajoutees a des 
cellules C6 adherees dans des puits de plaques a 96 puits 
apres trypsination comme decrit ci-dessus. La concentration 
cellulaire etait de 5.10 4 cellules/ml^ 1 (100 jul par puits). 

25 La concentration finale des solutions de SIM01 etait 
comprise dans la plage de 0 f 5 a 50 pg/ml. Immediatement 
apres addition du photosensibilisant SIMOl, les plaques de 
cellules ont ete maintenues dans une obscurite complete 
jusqu'au temps de comptage a 1' exception d'une irradiation 

30 laser des cellules traitees au PDT. Des milieux frais 
contenant du FCS mais exempt de photosensibilisant ont et6 
prepares avant irradiation laser. Un laser a diode a 650 nm 
a ete utilise. La puissance a l f extremite de la fibre a ete 
reglee, en utilisant un dispositif de mesure de puissance 

35 (Coherent, France), a 500 mW. La lumiere a ete transmise a 
la cible par une fibre optique a une distance de 20 mm afin 
d'irradier des cellules dans un puits de 6 mm de diametre a 
l'interieur d'un champ unique fournissant une illumination 
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de la totalite de la zone. Le temps d 1 exposition a ete de 
13 secondes par puits a 650 nm fournissant une densite 
d'energie de 20 J/cm 2 . 

5 Les cellules ont et§ incubees avec SIM01 pendant 5 ou 20 
heures. Pour les essais de phototoxicity, les cellules ont 
ete lavees et le milieu a ete remplace immediatement avant 
irradiation laser . 

10 Les comptages de cellules ont ete realises 24 heures apres 
la fin des experiences afin d'eviter des sous-estimations 
des cellules survivantes en ecartant des cellules alterees 
mais vivantes. Au moment du comptage, 15 pi de solution 
saline tampon au phosphate (solution PBS-MTT, 5 mg/ml"" 1 ) 

15 ont ete ajoutes aux puits. Apres 4 heures, 150 jil 
d' isopropanol-HCl 0,04N ont ete ajoutes conformement a la 
methode decrite par Mosmann (T. Mosmann. Rapid colorimetric 
assay for cellular growth and survival : application to 
proliferation and cytotoxicity assay. J. Immunol. Methods, 

20 65, 55-63, 1985). 

La densite optique de chaque puits des microplaques ont 
ensuite ete lues a 570 nm au moyen d'un Uniskan Titerteck 
(Flow Laboratories, Puteaux, France). Un appareil contenant 
25 du RPMI sans rouge de phenol et avec 15 pi d'une solution 
MTT a ete utilise pour determiner les blancs pour les 
mesures d 1 absorbance . 

Les resultats sont fournis aux figures 1 et 2 dans 
30 lesquelles la figure 1 represente la toxicite et la 
phototoxicity de SIM01 sur des cellules C6 laissees a 
incuber pendant 5 heures avec SIMOl non irradiees ou 
irradiees avec un laser a diode a 652 nm a 20 joules /cm 2 
puis traitees au MTT. 

35 

La figure 2 se distingue de la figure 1 par le temps 
d 1 incubation des cellules C6 avec SIMOl fixe a 20 heures. 
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Au travers de ces figures, la molecule SIMOl montre une 
activite importante in vitro avec une bonne efficacite h. de 
faibles concentrations. Pour le traitement phototoxique (20 
joules/cm 2 ), apres un temps d' incubation de 5 heures, la 

5 DL 50 etait de 1,75 pg/ml et apres 20 heures d' incubation de 
0,45 pg/ml. Concernant la toxicite de SIMOl, aucune 
toxicite n'a et6 detect^e apres 5 heures d' incubation et 
apres 20 heures d' incubation, la DL 50 etait de 29 jjg/ml. 
Ces tests montrent clairement 1 ■ innocuite de SIMOl en 

10 1 ' absence d 1 irradiation lumineuse en dega d 1 une 
concentration proche de 20 pg/ml et, & 1" inverse, sa 
phototoxicity certaine des irradiation. 

Afin de confirmer 1' utilisation potentielle des composes 

15 precites pour la fabrication d'une composition 
photosensible administrable a un etre vivant et utile comme 
agent apte a engendrer, sous l'effet d'une irradiation, une 
cytolyse ou une necrose au moins partielle. d'au moins une 
zone cible du corps humain ou animal, il a ete procede h 

20 une visualisation de la localisation in vitro de la 
molecule SIMOl, ainsi qu'a la determination de la 
pharmacocinetique comparee a m-THPC, par imagerie de 
fluorescence afin de confirmer que les composes precites 
etaient aptes a penetrer dans les cellules. Ainsi, des 

25 cellules C6 ont et6 ensemencees a 10 5 cellules /ml. sur des 
lames de verre circulaire apres trypsinisation. Apres 24 
heures, des cellules ont ete incub^es avec SIMOl (10 /ig/ml) 
a 37 °C pendant 3 heures et ensuite lavees dans du PBS (pH 
7,2). L ' analyse de la fluorescence de SIMOl (emettant a 650 

30 run) a ete realisee apres excitation de 450 nm a 480 nm par 
une lampe Xenon 150 W en utilisant une camera vid6o noir et 
blanc a detection de photons tres sensible (Kappa CF 8/4; 
Fischer Scientific S. A., France) reliee a un microscope 
optique (Olympus BX 40, France) 6quipe avec un objectif a 

35 immersion d'huile grossissant 100 fois. 

L'intensite de fluorescence la plus forte a ete localisee 
principalement dans le cytoplasme des cellules C6. Les 
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images produites immediatement apres incubation pendant 3 
heures avec SIMOl demontrent clairement que les composes 
sont aptes a penetrer dans les cellules. 

5 Concernant la pharmacocinetique (Figure 3), la 
concentration maximale de SIMOl a ete observee 3 heures 
apres incubation, avec une forte incorporation des une 
heure, puis un diminution de 1' intensity de fluorescence a 
6te observee de 3 heures a 6 heures. Pour m-THPC, la 

10 fluorescence intracellulaire augmente jusqu'a 6 heures, 
avec une faible incorporation de photosensibilisant 1 heure 
apres incubation. L 1 incorporation ainsi que 1 • elimination 
plus rapide de SIMOl est due au caractere plus hydrophiles 
de la molecule, celle-ci ne possedant que deux phenyles 

15 autour du noyau tetrapyrollique central compare a m-THPC 
qui en possede quatre. 

Les tests in vitro ont ete suivis d'essais toxiques et 
phototoxiques in vivo afin. de demontrer l'interdt des 

20 composes precites notamment sous forme de composition utile 
a des fins de diagnostic ou de traitement en demontrant que 
ces compositions, qui comprennent au moins un agent 
photosensible, sont aptes a induire in vivo lorsqu'elles 
sont soumises a une irradiation lumineuse et a une longueur 

25 d'onde determinee une necrose ou une cytolyse au moins 
partielle d'au moins une zone cible du corps humain ou 
animal, cette necrose ou cytolyse etant mesuree notamment 
en terme de retard de croissance d'une tumeur par rapport a 
une tumeur temoin. Ces essais ont permis de determiner 

30 d'une part la periode de temps optimale devant etre laissee 
entre 1 ■ injection et 1 ■ irradiation au laser , d 1 autre part 
I'efficacite de la molecule SIMOl par comparaison avec des 
molecules connues, en" particulier le m-THPC qui est un 
agent photosensible derive d'une chlorine. 

35 

Pour permettre ces conclusions, il a ete procede tel que 
suit : des souris . Nude/Nude suisses males agees de 7 a 9 
semaines (plage de poids 25-35 g) ont ete obtenues a partir 
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de Iffa-Credo (L'arbresle, France). 

La methode de test est celle de la tumeur cellulaire HT2 9 
obtenue initialement a partir d ' adenocarcinome colorectal 
5 humain . 

Des greffons de tumeur ont ete obtenus comme suit : des 
tissus non necroses de tumeur s solides (diametre 1 a 2 cm) 
ont ete enleves immediatement apres mort de la souris 

10 donneuse et ensuite m^caniquement broyes dans 1 ml d'une 
solution saline a 0,9 %. Cette solution (0,2 ml) a et6 
injectee de maniere sous-cutanee dans la patte arriere de 
chaque souris. Cette tumeur a ete utilisee une semaine plus 
tard, quand son diametre etait de 18-20 mm. SIMOl a ete 

15 injecte intraperinealement dans une solution saline et 12 
heures plus tard la souris a ete anesthesiee et la tumeur 
exposee a une lumiere de 300 J/cm" 2 . La longueur d'onde 
pour l'eclairage a 6te choisie entre 652-653 nm. 

20 La source lumineuse 6tait un laser a diode a 652 nm. 

La densite lumineuse a ete maintenue au-dessous de 0,3 
W.cirf 2 , a des doses ou les effets thermiques sont 
indetectables. Une irradiation unique a ete realisee et le 
25 temps d 1 exposition a ete calcule en tant que fonction du 
diametre de la tumeur pour obtenir une density d'energie de 
300 J/cm" 2 a une densite lumineuse determinee const ante. 

Chaque jour, l'indice de croissance de tumeur a ete mesure 
30 en utilisant un pied a coulisse, les diametres orthogonaux 
principaux etant ajout^s et divises par un facteur de 2. 

Une comparaison statistique de l'indice de croissance entre 
les souris traitees et les souris de controle (sans lumiere 
35 ou SIMOl) a ete faite en utilisant le test de Student. 

Toutes les conditions de traitement testees comprenant 
1 • agent photosensible et la lumiere ont induit une 
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reduction de la croissance de la tumeur compare au groupe 
de controle non traite. Les effets les plus marquants ont 
ete observes pour un traitement incluant un retard de 12 
heures entre une injection intraperitoneale et une 

5 irradiation laser. 12 jours apres le traitement, la 
croissance de la tumeur avait ralenti de 40 %. Ces 
resultats sont illustres a la figure 4 dans laquelle la 
croissance d'une tumeur induite par HT-29 est mesuree apres 
irradiation a 300 J/cm 2 avec un laser a diode 652 nm 2 

10 heures, 6 heures, 12 heures, 24 heures et 48 heures apres 
injection intraperitoneale de 5 mg/kg de SIMOl • Un groupe 
de controle n'ayant regu aucune exposition a la lumiere ou 
aucun agent photosensible a ete constitue. 

15 La figure 5 illustre les memes experiences que la figure 4 
realisees pour des groupes de souris traitees soit avec 
SIMOl, soit avec m-THPC et soumises a une irradiation 6 
heures et 12 heures apres injection intraperitoneale de 2 
mg/kg de SIMOl ou de m-THPC. On note une activite 

20 comparable entre les deux molecules. 

De nouveaux tests ont ete effectues pour determiner la 
periode a laquelle on note une incorporation maximale des 
composes dans les tissus en fonction de la nature des 
25 tissus et le temps de retention du compose par lesdits 
tissus. Ces essais ont ete faits de maniere comparative 
entre la molecule SIMOl et la molecule m-THPC • 

Pour ces essais, il a ete procede comme suit : des mesures 
30 spectrof luorimetriques ont ete realisees sur des souris 
greffees avec HT-29 a differents intervalles de temps apres 
injection de 2 mg/kg' 1 de m-THPC ou SIMOl, Les temps testes 
ont ete de 3, 6, 12, 24, 48 et 144 heures sur des souris. 
Les resultats sont fournis en figure 6. 

35 

Les niveaux de fluorescence ont ete enregistres dans 
differents tissus, a savoir le muscle, la peau et la 
tumeur. Les mesures ont ete determinees en utilisant une 
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fibre optique placee directement en contact avec les 
tissus. Au moins quatre spectres par tissu et par souris 
ont ete enregistres (au moins cinq souris ont ete utilis6es 
pour chaque condition experimentale ) . Muscle, peau et 
5 tumeur ont ete successivement etudi^s. 

Le pic de fluorescence a 6t£ observe h. 650 nm pour SIM01 et 
m-THPC. Les spectres demission de fluorescence de tissus 
de souris non traites ont ete enregistres a trois occasions 

10 separees afin d'estimer des variations intersouris. Les 
valeurs d' intensity de fluorescence mentionnees a la figure 
6 correspondent pour chaque organe au r^sultat de la 
difference entre la valeur de fluorescence obtenue chez une 
souris traitee et la valeur de fluorescence enregistree 

15 dans le groupe de controle. Les resultats de mesure 
spectrof luorometrique in vivo ont et£ exprimes en coups par 
seconde (unite ar&itraire). 

Les resultats sont fournis a la figure 6. La molecule SIMOl 

20 montre des temps de retention plus courts dans tous les 
tissus compares a la molecule m-THPC. Le maximum 
d' incorporation pour SIMOl est note entre 6 et 12 heures 
apres injection alors que le maximum pour m-THPC est 
atteint entre 48 et 72 heures. Pour SIMOl, aucun agent 

25 photosensible n'a et£ detect^ apres 48 heures alors que 
pour le m-THPC, 1' agent photosensible etait encore 
detectable 144 heures apres injection. La molecule SIMOl 
montre done clairement un temps d 1 incorporation et un temps 
de retention plus courts que les agents photosensibles 

30 cohnus a ce jour. Ce temps de retention plus court permet 
de reduire le temps d' hospitalisation des patients, de 
limiter les effets secondaires de tels traitements lourds 
chez ces derniers et d'eviter des traitements contre les 
radiations lumineuses puisque le medicament est elimine 

35 rapidement de l'organisme. 

Cette cinetique d f incorporation plus rapide associee a une 
elimination plus rapide par rapport au m-THPC ou d'autres 
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composes, doit etre reliee a la structure originale de la 
molecule objet de 1' invention qui ne compte que deux 
phenyles . 

5 Les proprietes specifiques des composes mentionnes ci- 
dessus en terme de temps de retention et de temps 
d ■ incorporation dans les tissus a traiter peuvent permettre 
de supposer 1 • interet desdits compos§s dans d'autres 
applications , en particulier en tant que marqueurs pour des 

10 dispositifs d'imagerie medicale, ces marqueurs etant 
caracterises en ce qu'ils contiennent comme agent de 
marquage fluorescent au moins l'un des composes precites* 

Les composes precites pourront encore etre retenus dans le 
15 cadre d* application a la fabrication de photopile, au moins 
l'une des couches constitutives de la photopile etant un 
compose du type precite. 

Bien evidemment, comme il a et6 mentionne ci-dessus, une 
20 composition incorporant de tels composes pourra, dans le 
cas d'une application a des fins therapeutiques ou de 
diagnostics, se presenter sous diverses formes, en 
particulier sous forme de comprim§s, de pilules, de 
capsules, de granules et de poudres de solution, etc. 
25 administrables oralement ou enter alement • Elle pourra 
egalement se presenter sous forme d'une preparation 
injectable pour etre administree parenteralement ou encore 
sous' forme de suppositoires . Elle pourra encore etre 
preparee sous forme d*une preparation topique pouvant se 
30 presenter sous forme d'une creme, d ! une poudre, d'un 
liquide ou autre applicable localement sur ladite zone a 
traiter . 

Les doses de cet agent photosensible dependront des 
35 symptomes, de 1 1 age et du sexe du patient et eventuellement 
d'autres facteurs, en particulier du type d 1 agent 
photosensible utilise dans le cadre du traitement par 
photochimiotherapie et de la source de lumiere utilisee. 
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En conclusion, ces composes , qui r£pondent clairement 
aiijourd'hui aux besoins exprimes dans le domaine de la 
photochimiotherapie, devraient a l'avenir trouver d'autres 
5 applications , notamment dans le domaine de l'imagerie 
medicale et celui de 1 'optoelectronique. 
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REVENDICATIONS 

1. Compose derive de dihydroporphyrine repondant a la 
formule generale (I) : 

5 




dans laquelle les groupes phenyles sont substitues ou non ; 
ou l'un de ses sels, ou l'un de ses complexes metalliques. 

10 2. Compose derive de dihydroporphyrine selon la 
revendication 1 repondant a la formule generale (II) : 




dans laquelle le groupe phenyle est substitue, n est egale 
15 de 1 a 5, de preference egale de 1 a 3, et. chaque 
substituant R, qui peut etre identique ou different, et 
dans des positions identiques ou differentes sur son groupe 
phenyle substitue est un groupe hydroxy (-OH) , amine (- 
NH 2 ) r sulphydrile (-SH) 9 phosphonate (P0 3 H 2/ P0 3 Na 2 ) / 
20 ethylphosphonate (P0 3 Et 2 ) , sulfonate, aromatique, alkyl 
substitue ou non, cycloalkyl substitue ou non, aliphatique, 
acide amine, peptide ou polypeptide, pyridine avec 



BNSDOCID: <WO 0210173A1_I_> 



WO 02/10173 




PCT/FR01/02470 



20 

differentes positions pour 1 ' atome d' azote, purine, 
pyrimidine , nucleoside , saccharide , polysaccharide, acide 
carboxylique, un groupement amide, un groupement ester, un 
ammonium quaternaire substitue ou non. 

3. Compose derivS de dihydroporphyrine selon 1'une des 
revendications 1 et 2, 

caracteris<5 en ce qu'il r<§pond a la formule g6nerale (III): 




10 

4. Medicament , 

caract6rise en ce qu'il consiste en un compost selon l'une 
des revendications 1 a 3. 

15 5. Composition pharmaceutique, 

caracterisee en ce qu'elle contient un compose selon l'une 
des revendications 1 a 3 associe a un excipient. 

! i 

6. Composition utile a des fins de diagnostic ou de 
20 traitement du type comprenant au moins un agent 

photosensible apte a induire in vitro ou in vivo lorsqu'il 
est sounds a une irradiation lumineuse a une longueur 
d'onde determinee, la necrose ou la cytolyse au moins 
partielle d'au moins une zone cible du corps humain ou 
25 animal , 

caracterisee en ce que ledit agent photosensible est un 
compose selon 1 1 une des revendications 1 a 3 . 

7. Composition selon la revendication 6, 

30 caracterisee en ce qu'elle se pr^sente sous une forme 
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administrable au corps humain ou animal par voie digestive 
ou parenterale, en particulier par injection 
intramusculaire ou intraveineuse ou par application 
transcutanee . 

5 

8. Composition selon l'une des revendicatibns 6 et 7, 
caract<§risee en ce qu'elle est administree a une dose 
comprise dans la plage [0,1 mg/kg-20 mg/kg]. 

10 9. Marqueur pour dispositif d'imagerie medicale, 

caracterise en ce qu'il contient comme agent de marquage 
fluorescent au moins un compose conforme a l'une des 
revendications 1 a 3 . 

15 10. Photopile, 

caracterisee en ce qu'au moins l'une des couches 
constitutives de la photopile est un compose selon l'une 
des revendications 1 a 3. 

20 11. Utilisation des composes selon l'une des revendications 
1 a 3 pour la fabrication d'une composition photosensible 
administrable a un etre vivant et utile comme agent apte a 
engendrer, sous l'effet d'une irradiation lumineuse, une 
cytolyse ou une necrose au moins partielle d ' au moins une 

25 zone cible du corps humain ou animal. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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